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1. Resumen 
 Los objetivos de este proyecto fueron la creación de un dispositivo microfluidico 
base en la impresión tres dimensiones, la obtención de un gradiente en este dispositivo, su 
control y observación. 
 Para realizar el dispositivo microfluidico, SketchUp fue utilizado para hacer el diseño 
tres dimensiones. Con un otro software y una impresora tres dimensiones, diferentes 
versiones del dispositivo fueron imprimados porque haya cambios en la geometría, las 
dimensiones por culpa de las diferentes experiencias que mostraron problemas. Por 
ejemplo una anchura demasiada importante del canal central causó un defecto que fue 
arreglado con un cambio en las dimensiones. Con un microscopio, óptico o de 
fluorescencia, fotos fueron tomadas para asegurarse que el dispositivo funciona 
correctamente y que un gradiente puede formarse dentro del canal. El microscopio es 
equipado con una cámara para tomar fotos. Al principio, un gradiente no fue obtenido, el 
problema fue el sistema de inyección, hemos pasado de un sistema de inyección no 
continua a un sistema continua para obtener un gradiente. 
 
 Los dos principales resultados de este proyecto son presentados en las dos fotos: el 
dispositivo microfluidico, obtenido con la impresión tres dimensiones, y la obtención de un 
gradiente dentro del canal con su observación. 
 En conclusión, este proyecto permitió creer el dispositivo necesario para obtener un 
gradiente de calcio para estudiar el comportamiento de células con en el contacto con este 
gradiente.  
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3. Glossari 
3D: Tres Dimensiones 
FDM: Fused Deposition Modeling 
PLA: Poliácido Láctico (polímero) 
ABS: Acrilonitrilo Butadieno Estireno (termoplástico amorfo) 
SLA: StereoLithography Apparatus 
UV: Ultraviolet (Radiación ultravioleta) 
CAD: Computer Aided-Design (Diseño asistido por computadora) 
DMLS: Direct Metal Laser Sintering 
SLS: Selective Laser Sintering 
3DP: Three-Dimensional Printing 
STL: Surface-Tesselation-Language 
SD: Secure Digital 
PDMS: Polydiméthylsiloxane 
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4. Introducción 
  
4.1. Microfluídica 
 La microfluídica es el estudio del transporte de fluidos en canales con dimensiones 
transversos desde pocos micrómetros hasta pocos de micrómetros y de longitud 
característica del orden del milímetro o del centímetro. Con esta escala, los números de 
Reynolds son inferiores a 1, los efectos inerciales son así generalmente despreciables. Los 
primeros dispositivos microfluídicos aparecieron durante los años 1980 con pocas 
realizaciones aisladas, inspiradas por la utilización de nuevas técnicas desarrolladas por los 
componentes electrónicos para lograr sistemas miniaturas dentro de los fluidos circularon. 
  Se puede considerar la microfluídica como una ciencia (estudio del comportamiento 
de los fluidos en micro canales) y una tecnología de producción para los laboratorios en 
chip (“la bon chip”) en la física, la química y la biología.  
 La microfluídica se ha realmente desarrollada durante los años 1990 y 2000 para 
buscar métodos de análisis en química y bioquímica más eficaces que los métodos 
macroscópicos tradicionales. Así es un tema joven pero está caracterizada por un 
crecimiento explosivo de la innovación y el número de publicaciones. Estos desarrollos 
están debidos a una fuerte demanda en los campos de la ciencia de la vida, la medicina, la 
química y el medio ambiente.  
 Los sistemas microfluidicos son dispositivos que comprenden un conjunto de 
componentes miniaturizados autorizante el estudio y la analiza de muestras químicas y 
biológicas. Son el equivalente de los microprocesadores para la biología, pueden sustituir 
instrumentos voluminosos y muy caros. La microfluídia  representa para la biología/química 
una revolución equivalente de los microprocesadores para la electrónica y la informática. 
 La microfluídica no está una invención de los humanos, han imitados la naturaleza 
dónde hay ejemplos de flujos microfluidicos, como los dos siguientes: 
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  El árbol reparte la savia en los millones 
de capilares micrométricos  bajo un control muy 
estricto, como se puede ver en la figura 1 
http://www.institut-pgg.fr/Comprendre-la-
Microfluidique_65.html 
 
 
 
 La araña opera un sofisticado 
micro-reactor que permita  producir el 
material necesario para su telaraña 
(figura 2 http://www.institut-pgg.fr/Comprendre-
la-Microfluidique_65.html).  
 En la célula los intercambios de 
materiales a través la  membrana están 
               estrictamente controlados. 
 
 Como diciendo antes, hay múltiples aplicaciones, en efecto manipular a la escala 
del micrón permite trabajar más rápidamente, más barato y en un entorno más limpio y 
seguro. Hoy, el trato de las tecnologías microfluidicas se estima en diez de mil de millones. 
El número de aplicaciones industriales es considerable: en la medicina, energía, la química, 
los productos cosméticos, la industria alimentaria. 
Voy a presentar ejemplos  para mostrar la variedad de estas aplicaciones: 
 La cabeza de impresora de inyección de tinta, que aparezca durante los años 1990, 
incorpora un depósito para la tinta, un elemento de calefacción para poner en movimiento 
el fluido, y una boquilla. Hoy en día, decenas de millones de  impresoras de inyección de 
tinta utilizan tecnología microfluidas y miles de millones de documentos están escribidos y 
leídos gracias a la microfluidica. 
 Las micro-bombas permiten inyectar un producto en el cuerpo humano. La 
eficiencia de este modo de inyección es mucho más grande que la inyección por vía oral. 
La bomba de inyección de insulina en el hígado, para el tratamiento de la diabetes ofrece 
un ahorro de confort considerable para el enfermo. 
Figura 1: Representación de un árbol
Figura 2: Representación de una telaraña
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 El laboratorio en chip para sistemas que permita el análisis de una gota de sangre, 
sacando de un paciente, para diagnosticar la realidad de un ataque al corazón. Los 
resultados de la análisis están disponibles en 15 minutos, mientras que los sistemas 
tradicionales requieren unas diez horas. 
 Una prueba del embarazo utiliza una muestra de orina permite determinar el posible 
embarazo de una mujer (con una fiabilidad estimada a 99%). Fácil de usar, este sistema de 
análisis miniaturizado analiza la muestra en menos de un minuto y propone una lectura 
simple del resultado. 
 La análisis de sangre equipada de un microchip permite detectar juntos el virus del 
SIDA, la sífilis y una docena de otras enfermedades infecciosas (hepatitis B y C, herpes...).  
 
4.2. Impresora tres dimensiones 
4.2.1. Introducción 
 
 La impresora tres dimensiones (o impresora 3D) es un proceso para realizar objetos 
sólidos en tres dimensiones pero virtualmente, todas las geometrías son posibles con una 
impresora suficientemente precisa. El inventor de la impresora 3D moderna es Chuck Hull, 
co-fundador de la empresa 3D Systems, la famosa marca de impresoras 3D. La primera 
impresora 3D que se funciona fue creada por Chuck Hull en 1984. Desde el principio del 
siglo 21 el desarrollo y la venta de las impresoras 3D han conocidos un aumento muy 
importante. El resultado es que los precios han disminuidos y que la utilización de 
impresoras 3D no es limitado en el entorno industrial, ahora, particulares las tienen en casa. 
 La impresión tres dimensiones tienen aplicaciones en muchas áreas muy variadas 
como la arquitectura, la construcción, la aeroespacial, militar, la ingeniería, las industrias 
médicas y dentales, la moda, la joyería, la industria alimentaria … 
 Esta diversidad está debida a las posibilidades de utilización de las impresoras y de 
realización de las piezas: todas geometrías son posibles. Otra razón es la debilidad de los 
costos de operación y la facilidad de utilización. 
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4.2.2. Diferentes procesos 
 
 La impresión 3D funciona según varios procesos que va a depender del modelo de 
la impresora pero también el proceso para depositar las capas de materiales. Estos 
procesos para estar clasificados en tres grupos diferentes: 
 
 Deposición de material 
 
 La mayoría de las impresoras tres dimensiones funcionan según este principio. 
FDM es el acrónimo en inglés por “Fused Deposition Modeling” (FDM) se que significa 
deposito de material fundido. Inventado hace 20 años, este proceso revolucionó la 
impresión tres dimensiones. Esta técnica consiste en la deposición de material capa por 
capa para un hilo de material termoplástico fundido a una cierta temperatura (que depende 
del material utilizado para obtener el hilo) para producir una pieza. Con un software de 
diseños asistido por computadora, la impresora va a transmitir las coordenadas según los 
ejes X y Y a la cabeza de impresión que va mover según estas y mover para producir la 
pieza deseada. Los materiales más utilizados con está técnica son plásticos, el Poliácido 
Láctico (PLA) o el Acrilonitrilo Butadieno Estireno (ABS) pero es posible imprimir con una 
variedad de materiales y colores muy importante, una ventaja importante de la FDM. Otro 
es que permite imprimir objetos con geometrías complejas (ejemplo en la figura 3) con 
relieves y cavidades que serían difíciles obtener con métodos tradicionales. Este proceso 
tiene una facilidad y rapidez de uso importante pero la calidad de impresión y acabado 
dependerá principalmente en el modelo de impresora y de los materiales primas utilizadas. 
  
 
 
 
Figura 3: Principio del FDM y pieza imprimada por FDM
http://en.wikipedia.org/wiki/Fused_deposition_modeling 
http://designreform.net/2008/04/fdm-3d-printing 
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 Estereolitografía 
 
 Este proceso, también llamado SLA (StereoLithography Apparatus), consiste en 
solidificar un líquido fotosensible con un láser ultravioleta. Las impresoras operativas por 
SLA tienen cuatro partes principales: un depósito que puede ser llenado con un liquido 
fotopolímero, una plataforma perforada que está bajada en el depósito, un radiación 
ultravioleta (UV) y un ordenador que controla la plataforma y el láser. Como la FDM, en un 
primer tiempo la impresora va a analizar el archivo Computer Aided-Design (CAD) y, 
dependiendo de la geometría de la pieza, añadir fijaciones temporales para impedir que 
ciertas partes de la pieza de hundirse. Después, el láser va a alcanzar y endurecer 
directamente la primera capa del objeto que quiere imprimir. Cuando esta primera capa 
está endurecida, la plataforma está bajada para exponer otra capa con una superficie de 
polímero líquido. El láser traza de nuevo una sección transversal del objeto que adhiere 
instantáneamente a la pieza endurecida. Este proceso va a repetirse hasta que la totalidad 
del objeto sea formado y sumergido completamente en el depósito. Luego la plataforma se 
levanta para relevar el objeto en tres dimensiones. Es necesario limpiarlo con un disolvente 
líquido para deshacerse del exceso de resina y luego, el objeto está puesto en un horno de 
UV para curar el plástico adicional. 
 
 Las piezas realizadas con la estereolitografía tienen generalmente una buena 
calidad de acabado y de detalle (500 nm) y se obtiene superficies lisas y regulares. 
Cualitativamente este técnica es un de las mejores técnicas actuales de impresión tres 
dimensiones. El tiempo requerido para realizar una pieza con este proceso depende, 
depende de sus dimensiones pero también de las dimensiones de la máquina utilizada. La 
estereolitografía permite imprimir piezas muy largas (varios metros), para estas varios días 
son necesarios, para unas más pequeñas varias horas (figura 4).  
 Sin embargo hay inconvenientes para la SLA, tiene un coste más importante que la 
FDM y la selección de materiales y colores es menos importante por culpa de los polímeros 
utilizados como materiales primas. Los disolventes y polímeros líquidos liberan vapores 
tóxicos durante la impresión, lo que significa precauciones antes (presencia de una 
campana extractora para la aeración).  
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 Polyjet 
 
 La impresión tres dimensiones Polyjet se basa también en el principio de foto 
polimerización. Las impresoras Polyjet 3D inyectan capas de líquidos fotopolímeros 
endurecibles sobre una bandera de fabricación. La primera etapa del proceso es un 
pretratamiento, el software de preparación de fabricación calcula automáticamente la 
colocación de los fotopolímeros y del material de soporte desde un archivo CAD (computer-
aided design). Para realizar el objeto, la impresora 3D inyecta y endurece directamente con 
rayones UV minúsculas partículas de fotopolímero líquido. Las finas capas se acumulan 
sobre la bandera de fabricación para crear un modelo/una pieza preciso/a. Cuando partes 
elevadas o complejas necesitan un soporte, la impresora inyecta un material de soporte 
amovible de tipo gel. Las materiales de soporte pueden ser retirados fácilmente con agua o 
los manos. Las piezas o modelos pueden ser utilizados desde su salida de la impresora 3D, 
no secado o etapa suplementaria es necesaria. 
 
 La impresión 3D Polyjet presenta ventajas interesentes para el herramienta y el 
prototipo rápido, y también las piezas finales, especialmente para detalles muy finos, 
superficies lisas, una rapidez y una precisión optímales (figura 5). Con este proceso, es 
posible imprimir con varios colores pero también inyectar varios colores en un solo objeto. 
Es una técnica que permite una impresión con una grande precisión y polivalencia. 
 
Figura 4: Principio y pieza realizada por SLA http://3d-drucker-bayreuth.de/auftragsdruck-3d-
druckservice/ 
http://en.wikipedia.org/wiki/Stereolithography 
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Sinterizado selectivo por láser 
 
 Llamado SLS (Selective Laser Sintering), es también una técnica de impresión por 
láser. Pero esta vez, un haz de láser de gran potencia se fusiona un polvo (con un espesor 
de 1mm) en puntos muy precisos, definidos con un archivo STL que comunica el ordenador 
a la impresora. Las partículas de polvo, bajo el efecto de calor, van a fundir y terminar por 
fusionar entre ellas. Una nueva capa de polvo fina es entonces extiende y endurece por el 
láser justo después. Esta operación está repetida varias veces hasta que la pieza sea 
terminada. Después la pieza está levantada del soporte y está cepillada y enarenada (o 
lijada) para eliminar la polvo libre. 
 El polvo más utilizado para este tipo de impresión es la poliamida. Con un color 
blanco, este material es un nylon. La poliamida va a dar al objeto una superficie porosa, 
que también se puede pintar para darle un color. Otros componentes pueden ser utilizados 
como el polvo de vidrio, cerámicas o plásticos. A menudo los fabricantes utilizan una 
mezcla de dos polvos diferentes para obtener objetos mejores.  
 Basado en el mismo principio hay el DMLS (Direct Metal Laser Sintering) que 
permite realizar objetos metálicos por fusión, este tiempo de un polvo de finas partículas 
metálicas. Casi todos los metales pueden ser utilizados. 
 
 La precisión de impresión del sinterizado selectivo por láser es menos importante 
que la de la SLA pero permite realizar piezas de geometrías complejas (figura 6) con un 
Figura 5: Principio y pieza imprimada por Polyjet
http://www.additive-3d.fr/polyjet.html 
http://objectplot.fr/impression-3d-par-uv-processus-
polyjet/ 
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nivel bastante alto de detalle (0,1mm). Generalmente las piezas obtenidas con este 
proceso necesitan más etapas de acabado que le SLA (por culpa del aspecto granuloso). 
 
  
 
 
 
 
 
 
 Aglomeración de polvo por collage 
 
 3DP (Three-Dimensional Printing) es la base del proceso de impresión tres 
dimensiones de Z Corporation. El proceso consiste en el esparcimiento de una fina capa de 
polvo de compuesto en una plataforma. La cabeza de impresión también deja pequeñas 
gotas de liga coloreadas en esta capa. Combinando estas gotas, obtiene el color deseado. 
La plataforma se abaja gradualmente a medida que las capas de polvo están unidas hasta 
la obtención del objeto final. Para el acabado, debe calentar la pieza y aspirar el excedente 
de polvo. La 3DP tiene la ventaja de esta técnica es que es muy rápido y propone una 
gama de colores muy importante. El precio de una impresora de este tipo es hasta seis 
veces menos importante que una impresora SLA. Su precio es así muy atractivo a pesar de 
una precisión y una calidad inferiores. Un inconveniente es que si no hay tratamientos 
después la impresión, las piezas son frágiles y su superficie es más rugosa. 
 
 
Figura 6: Principio y pieza imprimada por SLS
Figura 7: Ejemplo de impresión con una impresora 3DP
http://www.georgehart.com/sculpture/twisted-
rivers.html 
http://www.martello.co.uk/rapid_prototyping.htm 
http://partsolutions.com/pbc-linear-
3d-parts-catalog-beings-large-
format-3d-printing-capabilities-to-the-
masses/ 
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4.2.3. Conclusión 
  Aunque hay diferentes procesos de impresión tres dimensiones, esos procesos 
tienen puntos comunes. Todos son basados en el principio de “capa por capa”, la impresión 
de una capa (fina) encima de otra capa. Sólo cómo se aplican y se procesan sus diferentes 
capas y el material utilizado difieren entre los procesos. Para cada uno, necesito una 
impresora tres dimensiones adaptada al proceso de fabricación, un archivo 3D (formato .stl) 
del objeto a imprimir (o un software de modelización 3D para hacerlo), un software para 
preparar este archivo 3D y un ordenador para efectuar estas operaciones y transmitir las 
informaciones del archivo 3D a la impresora. El proceso de impresión 3D será explicado 
más adelante en este informe. 
 
4.3. Estudio del calcio 
La fabricación, base en la impresión tres dimensiones, del dispositivo microfluídico es la 
primera etapa del proyecto. En efecto, está realizado para estudiar el efecto de un 
gradiente de calcio en un tipo especial de células. La concentración de este gradiente, para 
obtener el mejor resultado, es también una parte del estudio. Investigaciones anteriores 
(como Ca2+ chemotaxis in Dictyosteliumdiscoideum, 2010) mostraron que el calcio tiene un 
efecto quimioatrayente en un cierto tipo de células. 
 
4.3.1. Quimiotaxis 
 
 La quimiotaxis es el movimiento de un organismo en respuesta a un estímulo 
químico. Bacterias, células somáticas (cualquier célula biológica que forma el cuerpo de un 
organismo) y otros organismos unicelulares o multicelulares dirigen sus movimientos de 
acuerdo a ciertos químicos en su ambiente. Es un fundamental fenómeno que tiene 
muchas implicaciones fisiológicas y fisiopatológicas. Desempeña un papel muy importante 
en la reproducción, el desarrollo, el diseño en los órganos, la movilización y localizador de 
células progenitoras. La quimiotaxis es un componente crítico de la inflamación, la 
regeneración de tejidos y la reparación a través de la curación de heridas y la remodelación 
de tejidos. También está implicado en la patogénesis de las enfermedades infecciosas y 
alérgicas: asma, y la aterosclerosis. El papel central de la quimiotaxis en la metástasis 
tumoral y la diseminación de células canceras ha sido bien establecido. 
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4.3.2. Papel del calcio: quimioatrayente 
 
 Como diciendo antes, el calcio tiene un efecto en el movimiento de células y uno de 
los objetivos de este proyecto es profundizar su conocimiento. Con la lectura de varios 
artículos que estudien el efecto del calcio en el movimiento de células, el calcio parece ser 
un quimioatrayente.  
 
 Los quimioatrayentes y 
quimiorepelentes son sustancias inorgánicas 
u orgánicas que poseen efecto inductor de la 
quimiotaxis en células móviles. Como puede 
ver como en la figura 8, las células van a ser 
más atraídas con una concentración, para una 
quimioatrayente, más importante. 
Básicamente, una célula va a mover más en 
una concentración de quimioatrayente 
importante. Es el contrario con un 
quimiorepelente, una concentración menos importante va a tener un efecto más importante 
en el movimiento de las células. 
  
 Así, normalmente, en nuestro caso, las células deberían mover en dirección de la 
parte del gradiente dónde la concentración sería la más importante. 
 
 
 
 
 
 
Figura 8: quimioatrayente / quimiorepelentes
http://es.wikipedia.org/wiki/Quimioatrayentes 
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4.3.3. Calcium Imaging 
 
 Antes de poder decir que el calcio tiene un efecto en las células utilizadas en este 
proyecto, es necesario poder ver el movimiento, o no, de las células. Claro no es posible 
verle solo con los ojos, métodos para observar este fenómeno son necesarios. Calcium 
imaging es una técnica muy utilizada para observar el calcio, in vivo y in vivo, en células o 
tejidos por ejemplo.  
 La técnica que va a utilizar está se basa en la fluorescencia. Una molécula 
fluorescente en su estado fundamental puede absorber un fotón de energía correcta para 
transformarla en un estado excitado singlete, incluyendo típicamente energía vibracional 
adicional pero esta energía está perdida con colisiones con las moléculas circundantes. 
Luego, la molécula se descompone desde el estado singlete excitado de nuevo al estado 
fundamental (más energía vibracional adicional que va a estar perdido como antes. 
 Indicadores fluorescentes son necesarios para utilizar esta técnica.  
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5. Métodos experimentales 
5.1. Impresora tres dimensiones 
 En esta parte, voy a presentar la impresora, y el proceso técnico para ocurrir a la 
impresión de un objeto van a ser presentados como la impresora utilizada durante este 
proyecto, la una presente en el laboratorio (figura 9). 
 
 
 
 
 La figura 9 (Fabrication of microfluidic devices using 3D printing technology, 2013, 
Nasiou D.) muestra como funciona esta impresora y los diferentes partes que la compone.  
 
 
Figura 9: Impresora del laboratorio / Su funcionamiento
Nasiou, D., Mendoza, E. Fabrication of microfluidic devices using 3D printing technology, Universitat Politècnica de Catalunya, Centre 
de Recerca en Nanoenginyeria, 2013 
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5.1.1. Robot cartesiano 
 
 Es un elemento imprescindible de una impresora tres dimensiones. Permite mover 
según las tres direcciones lineales, los ejes X, Y y Z: las coordenadas cartesianas (figura 
10). La cabeza de impresión puede, por tanto, mover completamente sobre la plataforma 
de la impresora (que se llama en inglés “printbed”). Pero para que la impresión sea precisa, 
así satisfactoria, estos movimientos tienen que ser muy precisos. Está debida a tres 
pequeños motores, uno cada eje, porque pueden mover con una gran precisión. Estos 
motores funcionan según el principio de  los motores “paso a paso” que son diferentes de 
los motores clásicos. La diferencia entre los 
dos son sus rotaciones: los “paso a paso” no 
giran de forma continua (como los 
tradicionales) pero a bocanadas, una 
fracción de vuelta a la vez, como las 
manecillas de un reloj. Los movimientos de la 
cabeza de impresión se efectúan según un 
origen, un punto en el espacio (0,0,0) (para 
la impresora) y que permite a la impresora 
localizarse en el espacio. Hay también 
censores en los ejes para indicar el fin 
(según las tres direcciones) del printbed. Con 
todo esto, la precisión total de esta impresora 
es del orden de la fracción de milímetro. 
 
 
 
 Los movimientos de la cabeza de impresión son registrados directamente en el 
archivo “.stl” y no necesitan alguna intervención durante la realización de la pieza. Es 
posible arreglar la posición de la cabeza, cuando no hay una impresión, con el botón de 
control en la parte frontal de la impresora. 
 
 
 
Figura 10: Referencia cartesiano
Nasiou, D., Mendoza, E. Fabrication of microfluidic devices using 3D printing 
technology, Universitat Politècnica de Catalunya, Centre de Recerca en 
Nanoenginyeria, 2013 
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5.1.2. Printbed 
 
 Es la plataforma de la impresora, dónde el hilo de plástico fundido está aplicado. El 
printbed es muy importante porque una impresión puede fracasar si hay, por ejemplo un 
problema entre el printbed y la primera capa de material (adherencia…). El printbed es 
necesario también para impedir deformaciones o grietas de impresiones debidas al 
enfriamiento del material: en efecto cuando el material está aplicado en la plataforma, está 
fundido, su temperatura es de 180-200°C. El printbed es, generalmente, en aluminio o 
vidrio para asegura una mayor dispersión del calor a través de la superficie. Hay una 
diferencia de temperatura importante entre el material fundido y la plataforma (85°C que 
explicaré después), así una buena distribución del calor es importante. Además, el objeto 
tiene que no deslizarse del printbed durante la impresión para que sea un éxito. La 
superficie es, así, sembrada de un tipo de cinta para fijar bien el objeto durante la impresión 
(laca fue utilizada) y obtiene una superficie adecuada para la impresión y barata por tanto 
no es un problema para cambiarla periódicamente. 
 
5.1.3. Extrusor termoplástico 
  
 El extrusor termoplástico (figura 
11) es la parte la más compleja de una 
impresora tres dimensiones. Es la 
asociación de dos componentes, la unidad 
de filamento y el extremo caliente térmico. 
La unidad de filamento tira el filamento 
plástico en el extrusor para llevarlo a la 
cámara de calentador (o hot end) para 
calentarlo. El hot end es en general 
térmicamente aislado del resto del 
extrusor y está compuesto de cualquiera 
de los dos, un gran bloque de aluminio 
con un calentador incrustado o otro tipo de calentador junto con un censor de temperatura. 
 El plástico está calentado tan pronto como llega el hot end, a una temperatura que 
depende del material utilizado para la extrusión. Cuando este material está en un estado 
semi-liquido, está forzado la boquilla de impresión (el tamaño depende de la impresora, 
Figura 11: Extrusor de la impresora
Nasiou, D., Mendoza, E. Fabrication of microfluidic 
devices using 3D printing technology, Universitat 
Politècnica de Catalunya, Centre de Recerca en 
Nanoenginyeria, 2013 (figura 11) 
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0,35 mm para la impresora del laboratorio) que va a formar el hilo de plástico fundido 
aplicado en la plataforma para realizar la impresión de las diferentes capas, que 
compongan la pieza. 
 
 En el laboratorio, fue posible imprimir con dos materiales diferentes, el PLA (de 
color verde) y el ABS (de color amarillo). Son los dos materiales los más utilizados para la 
impresió tres dimensiones de tipo FDM. Los dos son termoplásticos, que se convierten en 
suaves y maleables materiales cuando son calentados y que vuelven a un estado sólido 
cuando se enfrían. En el grupo de investigación, previamente se intentó con los dos y que 
tuvo mejores resultados con el PLA. Se llegó a la conclusión que el ABS tiene que ser 
calentado a una temperatura mayor que el PLA para fundir y que experimentó problemas 
de adhesión y de despegue entre la pieza y el printbed. Para estas razones, se eligió 
imprimir todas las piezas con el PLA. 
 
 PLA, o poliácido láctico, es un polímero totalmente biodegradable utilizado en 
embalajes alimentarios (huevos, agua…) o para sustituir los bolsas de plásticos distribuidos 
en los comercios por ejemplo. El PLA es también utilizado para la fabricación de números 
objetos inyectados, extrudidos o termoformados, y clara como material en algunas 
impresoras 3D. El puede ser obtener a partir de almidón de maíz por lo que es la primera 
alternativa natural al polietileno. El poliácido láctico es un producto resultante de la 
fermentación del azúcar o del almidón bajo el efecto de bacterias que sintetiza el acido 
láctico. Luego, en una segunda etapa, el acido láctico es polimerizado por un nuevo 
proceso de fermentación para convertirse en poliácido láctico (figura 12).  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12: Unidad monomérica del PLA
http://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_polylactique 
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5.1.4. Movimiento lineal 
 
 Es el sistema de movimiento lineal 
de una impresora tres dimensiones que 
determine la precisión y la velocidad de 
impresión, la cantidad de mantenimiento 
que sería necesaria en el futuro. La 
mayoría de las impresoras utilizan varillas 
de tierra de precisión para cada eje y 
plástico/bronce/rodamientos de bolsas 
para deslizarse a través de cada varilla. 
Rodamientos de bolsas tienen una mejora 
longevidad y un funcionamiento más 
suave durante la vida de la impresora, aunque son más ruidos durante las utilizaciones que 
unos en bronce (figura 13) que son más silenciosos pero necesitan más trabajo para 
alinear durante el proceso de construcción. 
 
 
 
5.1.5. Software de modelización tres dimensiones 
 
 Elección del software 
 
 Existe varios softwares para el diseño CAD, primera etapa de la impresión de una 
pieza en tres dimensiones. Existen softwares libres como SketchUp y Autodesk 123D o 
softwares profesionales como SolidWorks o NX (Siemens). Como se trabajó sobre un 
ordenador privado, no se poseían las licencias para los unos profesionales y como 
SketchUp es el más fácil de usar, se eligió como programa para el diseño. Se podría utilizar 
este software porque la geometría de la pieza que quería imprimir fue relativamente fácil 
(comparado a piezas que pueden ser imprimadas) porque SketchUp no permite diseñar 
objetos muy complicados. 
Figura 13: Rodamientos en bronce
Nasiou, D., Mendoza, E. Fabrication of microfluidic devices using 3D printing technology, Universitat Politècnica de Catalunya, Centre 
de Recerca en Nanoenginyeria, 2013 (figura 13) 
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 Descubrimiento 
 
 La primera etapa de la 
utilización de SketchUp es eligir el 
modelo tipo, básicamente el 
espacio dónde va a estar el diseños 
tres dimensiones. Como podemos 
ver en la figura 14, el modelo 
llamado “Impresión 3D” fue elegido 
con como unidad, el milímetro. Pero 
durante las primeras utilizaciones 
no fue el caso así un otro tipo fue 
utilizado, el problema fue la unidad: 
el centímetro. La diferencia es 
importante: en efecto, las 
dimensiones del dispositivo son en 
milímetros y realizar, por ejemplo, 
un rectángulo, fue difícil. Después, con la correcta versión y referencia, es mucho más fácil. 
 
 
 La figura 15 representa la barra de herramientas de SketchUp, contiene todo que 
sea necesario para diseñar en tres dimensiones del dispositivo como el herramienta para 
diseñar un rectángulo, un circulo, como medir una recta. Después las primeras horas de 
utilización para conocer dónde cada herramienta, el software es bastante fácil de usar pero 
para piezas más complejas, es probablemente mejor utilizar un otro software, SolidWorks o 
NX. 
 
 
Figura 14: Captura de pantalla de SketchUp
Figura 15: Barra de herramientas de SketchUp
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 Con la figura 16 podemos ver el resultado de un diseño del dispositivo con 
SketchUp (no es la ultima versión, es solo para describir el software). El origen de la 
referencia (la cruz de los tres ejes) tiene que estar una parte del diseño. 
 En este punto, el diseño es técnicamente terminado pero cuando registra el archivo, 
es un archivo de tipo .skp, es el formato tradicional de los archivos SketchUp. El problema 
es que no es el correcto tipo de archivo para la impresora, o para los softwares necesarios 
antes. Hay una herramienta en SketchUp que permite cambiar el tipo del archivo para tener 
el correcto formato. Para hacerlo, debe hacer clic en “Herramientas” pues en “Export to 
DXF or STL”: va a creer un nuevo archivo de tipo .stl (Surface-Tesselation-Language). 
 
 Slic3r 
 
 A pesar del cambio 
de archivo, todavía no es el 
correcto tipo de archivo para 
la impresora. Además, 
ahora, solo hay el diseño 
tres dimensiones del 
dispositivo, los parámetros 
de la impresora siguen sin 
Figura 16: Ejemplo de diseño 3D
Figura 17: Software Slic3r
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arreglar. El segundo software, Slic3r, arregla estos problemas. Es un software libre para 
creer un archivo de tipo .gcode a partir de un archivo “.stl”, el tipo “g.code” puede ser leído 
para la impresora. En realidad, Slic3r va a cortar el objeto (o pieza) de manera 
horizontalmente en capas muy finas. Estas capas a ser transformadas en instrucciones 
para la impresora que recomponga el objeto, capas por capas. 
 
 En la figura 17 es representada la “página de inicio” de Slic3r después de la carga 
de un archico SketchUp. En la izquierda, podemos ver una representación de la pieza y 
luego, voy a presentar las diferentes herramientas que utilicé para creer el último archivo, el 
uno que la impresora puede leer correctamente para obtener una impresión en tres 
dimensiones de la pieza. 
 
 Verificación de la pieza 
 
 Antes de introducir todos los parámetros para la impresora, es posible verificar que 
no hay problemas con la pieza (por el momento) con una representación en tres 
dimensiones del resultado después de la impresión. 
 
 La figura 18 es 
obtenida con la opción 
“View/cut” de Slic3r y permite 
de ver la pieza en tres 
dimensiones, como fue 
diciendo antes, y rotarla en 
todas las direcciones posibles 
para examinarla desde todos 
los ángulos. Esta etapa 
permite ver si hay fallas en la 
pieza debido al diseño. Por 
ejemplo, en una versión del 
dispositivo, haya un problema 
en el cruz en “Y”, las dimensiones de la pieza fueron reducidas pero la consecuencia fue 
una brecha en este cruz.  
Figura 18: Visión tres dimensiones en Slic3r
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 Para pieza con geometrías más complejas, utilizar Slic3r no es suficiente para esta 
etapa de verificación. El software NetFabb permite hacerlo, es un software para 
comprobación, orientación y reparación del diseño, si es necesario. Para esto diseño, no 
fue necesario, teniendo en cuenta la geometría. 
 
 Parámetros de la impresora 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
Figura 19: Parámetros de la impresora 3D
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 En la figura 19, todos los parámetros necesarios a la impresora son presentados, en 
Slic3r, son en tres categorías. Antes de hablar un poco de estos parámetros, vaùps a 
presentar dónde “vienen”. Con los consejos de Alejandra, tres archivos que contengan tres 
diferentes conjuntos de parámetros fueron descargados en la Web. Cado parámetro no es 
diferente entre los tres, los que varían son las relativas al hilo de material fundido. En 
efecto, estos paquetes de informaciones varían según la cualidad de impresión: “baja”, 
“media” y “alta”. Por ejemplo, el alta de cada capa va a variar entre los tres, 0,1 para una 
“alta” cualidad,  0,25 para una “baja” y 0,2 para una “media”. Claro, una altura de capa más 
pequeña significa una precisión más importante pero también un tiempo de impresión más 
importante. Intente una impresión con los tres paquetes de informaciones y al fin, imprimir 
con la “media” cualidad fue elegida. En efecto, para esta pieza (su geometría), no fue 
necesario tener una precisión muy alta.  
 Para la velocidad de impresión, no fue necesario cambiar los parámetros básicos 
como los parámetros del filamento (que ya fueron adaptados a la impresora). Sin embargo, 
algunos parámetros como las dimensiones del printbed fueron cambiados: no fueron 
adaptados así fue necesario cambiarlos para los buenos (200 – 200 mm). Otro cambio fue 
la temperatura del extrusor, para el PLA normalmente la temperatura deber ser entre 190-
200°C pero, bajo los consejos del grupo de investigación, esta temperatura fue aumentada 
 un poco para mejorar el flujo del extrusor y impedir un posible problema de material no 
fundido y así, tapar el flujo. Cuando todos los parámetros son correctos, con la opción 
“Export G-code”, el archivo pasa de un tipo .stl a un tipo .gcode, que es un tipo de archivo 
legible para la impresora. 
 
 Utilización de la impresora 
 
 Hay dos posibilidades para transferir el archivo a la impresora, es posible utilizar un 
ordenador conectado directamente a la impresora y con un software, pilotarla desde este 
ordenador. La segunda opción es copiar el archivo en una tarjeta SD y conectar esta tarjeta 
en la unidad de control de la impresora (que está en frente de la impresora) para arreglar la 
impresora antes de la impresión, empezarla… Es la solución que fue elegida.  
 
 Antes de pensar imprimir la pieza hay una etapa crucial, es arreglar el printbed. En 
efecto, puede moverle: levantarlo o bajarlo según la necesidad. Hay cuatros tornillos 
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situados, más o menos, en los cuatro vértices del printbed. Así puede arreglarlo en 
diferentes posiciones para tener la mejora impresión posible. 
 Para la impresión de éxito, el printbed tiene que estar a la misma distancia de la 
boquilla del extrusor en todos sus puntos. “Autohome”, disponible en las opciones de la 
impresora permite ponerla en su posición básico. En cada eje hay un censor y la cabeza de 
impresión va a mover hasta que alcance este sensor. “Autohome” es la posición dónde los 
tres sensores son alcanzados. Permite también arreglar la altura del printbed según la 
cabeza de impresión: tiene que haber un pequeño espacio entre el printbed y la punta del 
extrusor (aproximadamente el espesor de una hoja de papel). Esta distancia está arreglada 
con los tornillos presentes en el printbed. Tiene arreglarla en la posición “autohome” pero 
tiene que tener cuidado porque no significa que la distancia es la misma en todo el 
printbed: como puede ser arreglado en diferentes lugares, debe hacer la misma operación 
en diferente lugar del printbed para asegurarse que la distancia es homogéneo en todo el 
printbed. 
 Cuando está terminando, tiene que precalentar el extrusor y el printbed, esperar y 
eligir el archivo de la pieza en la tarjeta SD y empezar la impresión. 
 
5.2. Preparación del molde en PDMS 
 Después de la impresión del molde en PLA con la impresora 3D, es necesario de 
realizar el dispositivo en PDMS para hacer los diferentes experimentos. La primera etapa 
es preparar la solución que sería utilizada para hacer el dispositivo. 
 Esta solución se llama Sylgard® 184 Silicone Elastomer y está constituida de dos 
elementos, el PDMS (la base) y un curing agent (para endurecer la solución) con 
proporciones de 10:1. 
 
5.2.1. Preparación de la solución 
 
  Para toda la manipulación y preparación del molde, desde la mezcla de los dos 
elementos a la cerradura del molde, es necesario llevar guantes para evitar la 
contaminación de la muestra que pueden distorsionar los resultados de las experiencias. 
Estos dos elementos son muy viscosos así no es posible de utilizar pipetas para versar 
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sobre un vaso de precipitado. Pone un vaso de precipitado en una balanza de laboratorio y 
versar directamente los dos partes de la solución en el vaso, por supuesto prestando 
atención a las proporciones (10:1), por ejemplo 1mg de curing agent y 10mg de PDMS.  
Para realizar un molde completo, necesita aproximadamente 1,7mg de curing agent y 
17mg de PDMS. Después, es necesario de mezclar pero no sólo de izquierda a la derecha 
pero también de arriba abajo para uniformar la preparación. Si esta etapa no está realizada 
correctamente el dispositivo final tenería propiedades diferentes según el lugar y va a 
falsear los resultados de las experiencias adquiridas. El problema es que durante esta 
etapa, burbujas de aire aparecen y se necesita eliminarlas si no hay problemas de 
uniformización et de propiedades.  
 
 Para resolver esto, es 
necesario poner el vaso de 
precipitado que contenga la 
solución en un dispositivo para 
creer un vacío. Luego tiene que 
cerrar la válvula para aislar el 
medio ambiente (que corresponde 
a este momento al vacío) y 
esperar un momento, que 
depende del número de burbujas y 
de los tamaños. Después de un 
rato, cuando puedo no hay burbujas más, tiene que cerrar la salida de aire y retirar el cable 
conectando el aire al dispositivo. La próxima etapa es de abrir la válvula, solamente un 
poco porque si no, es posible que la muestra vaya a caer porque hay una eyección de aire 
que viene desde abajo. Cuando esta eyección está terminada, tiene que abrir la válvula 
completamente y retirar la cubierta para tomar la solución. 
 
5.2.2. Fabricación del molde 
 
 La solución está dispuesta para versarse en el marco. Pero antes es necesario de 
poner un poco de la solución en los bordes de este marco en el lanchero y de calentar 
durante un poco tiempo (treinta minutos a 70°C). Esta etapa permite de bien fijar el marco y 
el lanchero en el suporte (en este caso vidrio) para impedir que el PDMS va a salir en los 
lados de marco durante la eliminación de las burbujas/calentamiento y cuando el PDMS 
Figura 20: Dispositivo para eliminar las burbujas de aire
Pág. 30  Memoria 
 
está versado en el molde, si el lanchero no está fijado en el soporte, va a mover y el molde 
va a fallar. 
 
  Después de treinta minutos, el dispositivo fue salido del horno y el PDMS fue 
versado en el molde teniendo cuidado del nivel para que está equilibrado en todo el molde. 
El problema es que cuando versa, burbujas de aire reaparecen en el PDMS. Así es 
necesario de retirarlas como antes. Cuando no haya burbujas más, todo fue puesto en el 
horno durante acerca de dos horas a 70°C.  
 
 El PDMS se ha endurecido durante 
este tiempo a esta temperatura y ha 
encerrado el diseño en PLA (el canal y los 
suportes). Para eliminar el diseño en PLA, un 
bisturí fue utilizado y con cuidado cortar los 
bordes (interior y exterior) del marco para 
retirarle sin dañarle. Con una espátula (o otra 
caso con un extremo plato), tiene que raspar, 
con cuidado, debajo del molde para 
desolidarizarle del suporte en vidrio y ponerle 
encima de papel de aluminio para evitar una 
contaminación. A este momento, tenía que 
suprima el canal en PLA. La técnica para 
hacerle es utilizar un bisturí para raspar el 
PDMS que está presente encima del canal y 
que impide la recuperación sin daños al 
canal. Cuando el PDMS residual encima del canal está eliminado tiene que retirar el canal 
con cuidado para que no el molde no se desgarre. 
 
 La próxima etapa es cerrar el molde con una otra capa de PDMS para impedir la 
contaminación de los resultados durante las experiencias. Para moldar esta capa, un marco 
no fue utilizado como antes porque el espesor total sería demasiado grande. En efecto si el 
espesor del molde en PDMS es demasiada grande, las propiedades serán diferentes y esto 
puede afectar los resultados. Para impedir este, el PDMS fue versado directamente en un 
suporte en vidrio sin marco para que la espesor no sea importante. Por esta capa el 
protocolo (tempos, temperaturas…) es el mismo que antes. Cuando el PDMS está listo, un 
Figura 21: Foto del molde después una 
calentación de dos horas a 70°C
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marco idéntico que antes fue utilizado para cortar la capa de la forma que es necesario. Es 
importante, por el momento, dejar la capa en el suporte y no decolar la capa. En efecto, a 
fin de que no contaminar la cara de la capa que está en el vidrio, es más limpia, así tiene 
que eligir esta cara para cerrar el molde. 
 
 Hay dos métodos disponibles para hacer esto: uno utilizando el PDMS y un otro 
basar en la utilización del plasma. El método utilizando el PDMS consiste en poner un poco 
de PDMS en los bordes de las capas y calentar: es el mismo principio con los soportes para 
inyectar. El problema con esto método es que durante la calentación, el PDMS tiende a 
extenderse en el molde y, potencialmente, directamente en los canales y taponarles. Es 
porque he utilizado el tratamiento plasma para cerrar el molde. 
 
5.2.3. Tratamiento plasma 
 
 El plasma 
 
 
 
 
 
 
 El plasma es uno de los cuatros estados de la materia (con sólido, liquido y gas). 
Cuando aire o gas está ionizado (proceso por el cual un átomo/una molécula gana/pierde 
electrones para formar iones), electrones libres y iones positivos aparecen y si la 
concentración de estos elementos está suficiente, el gas se convierte en un fluido muy 
conductor que se llama plasma (figura 22). 
 
 
Figura 22: El plasma
http://www.alternor.com/technologie.html 
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 Hay dos categorías diferentes de plasma, repartidas según el grado de oxidación: 
- los plasmas calientes: completamente ionizados, participan en números 
fenómenos naturales. 
- Los plasmas fríos: débilmente ionizados, están generados 
comunalmente para aplicaciones industriales. 
 
 Como dicho antes, plasma existe en el universo (figura 23) y son aún muy presente 
porque el universo está constituido de plasma del orden de 99%. El Sol, los relámpagos y 
las nebulosas son ejemplos de plasma 
 
  
 
 
 
 
 Obtención de un plasma 
 
 El  plasma está obtenido trayendo energía a un gas, típicamente sometiéndolo a  
campos electromagnéticos. 
El campo eléctrico acelera los electrones 
libres contenidos inicialmente en el gas. Las 
colisiones entre estos electrones y las 
moléculas de gas provocan la ionización de 
estas moléculas arrebatando sus electrones 
situados en las capas electrónicas periféricas. 
 
 
Figura 23: Ejemplos de plasma en la naturaleza
Figura 24: Obtención de un plasma
http://www.alternor.com/technologie.html 
http://www.alternor.com/technologie.html 
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 El gas se convierte en un plasma, pasando de un estado de aislante eléctrico a un 
estado de conductor porque hay una producción de elementos cargados eléctricamente 
resultantes de este proceso. 
 
 Tratamiento plasma 
 
 El tratamiento plasma de una superficie permite la preparación y el limpieza (gracias 
a la activación plasma) de esta superficie de unos materiales metálicos, plásticos, vidrios… 
antes algunas operaciones como operaciones de pegado. 
 
 Es este plasma, proyecte sobre las dos capas que quiero unir juntas, que va a 
cambiar dos principales propiedades para permitir la unión entre estas capas: 
 - La humedad/humectación: está caracterizada por la energía de superficie del 
soporte y la tensión de superficie del producto que quiere poner. Con una baja energía de 
superficie del soporte, el producto se derrama en la superficie perliendo, que no es bueno 
para la unión, de las capas en este caso. De lo contrario, con una grande energía de 
superficie, el producto se reparte regularmente y se convierte una superficie hidrófila así 
adecuado para la unión. 
- La adhesión: la fuerza de adhesión se obtiene por la modificación de la cadena molecular 
de superficie, por injerto de grupos reactivos.  
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 Método para unir las dos capas 
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5.2.4. Microscopía óptica y de fluorescencia 
 
 Microscopía de fluorescencia 
 
 La fluorescencia es un fenómeno que aparezca cuando a substancia absorbe luz a 
una cierta longitud de onda y emite luz a una diferente longitud de onda. La fluorescencia 
ocurre como un electrón, que ha sido excitado a un mayor y más inestable estado de 
energía, relaja a su estado fundamental y emite un fotón de luz. La luz que es responsable 
por la excitación, o mover el electrón en un mayor estado de energía, es de más corta 
longitud de onda y mayor energía que la emisión de fluorescencia que tiene una longitud de 
onda más grande, una energía más baja así una color diferente. 
 
 Hay dos formas de 
luminiscencia, la fluorescencia 
y la fosforescencia, la 
diferencia está mostrada en la 
foto al lado (Figura 25). Esta 
diferencia está durante el 
regreso al estado 
fundamental. La fluorescencia 
es caracterizada por la 
emisión de un fotón 
rápidamente. Esta velocidad 
está debido al facto que la 
emisión respecta una de las reglas de selección (condición de simetría) de la emisión de 
fotones de la mecánica cuántica que es 0=∆S , que significa que la molécula se queda en 
un estado singlete. La fosforescencia es caracterizada por una transición de un estado 
0=S a un estado 1=S (estado triplete), que no es permite por el modelo quántico pero 
está posible con el interacción spin-orbite. Sin embargo la transición es más lento para 
ocurrir. En ambos casos, un fotón está emitido para  
 El microscopio de fluorescencia es una técnica analítica que combina las 
propiedades de aumento de microscopía de luz con la visualización de la fluorescencia. 
Figura 25: Diferencia fluorescencia/fosforescencia
http://fr.wikipedia.org/wiki/Fluorescence 
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 El príncipe del microscopio de 
fluorescencia (Figura 26) es el 
mismo que un microscopio óptico 
salvo que la luz que está utilizada  no 
es blanca pero posee una gama de 
longitud de onda definida. 
 Para realizar la emisión, es 
posible utilizar láseres con una única 
longitud de onda o filtros de 
excitación que permite sólo la luz de 
longitud de onda deseada sobre la 
muestra.  
 
 Después la excitación de la muestra, este emite una luz con una longitud de onda 
diferente. Es posible utilizar filtros para observar solamente la longitud de onda deseada, es 
decir los fotones de emisión y bloquear los fotones de excitación.  
 
 Microscopio óptico 
 
 El microscopio óptico es un 
microscopio basado en lentes ópticos. El 
microscopio óptico utiliza la luz y tiene 
dos lentes ópticos: 
- un objetivo para ampliar el 
objeto que desea observar 
(varios aumentos disponibles) 
- el ocular para que los 
rayones llegan paralelos del 
ojo, que permite al ojo de 
descansar. 
 
 
 
 
Figura 26: Principio del microscopio de fluorescencia
Figura 27: Componentes de un microscopio óptico
http://estructurayfuncioncelularbacteriana.wikispaces.com/Microscopia+%C3%B3
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 Instrumentos suplementarios permiten arreglar la cantidad de luz (el 
diafragma) o el enfoque (con las ruedas dentadas) para afinar la observación de la 
muestra colocada en el sujeción del objeto. 
 
 La resolución de los microscopios ópticos no puede ser superior a 0,2 
micrómetros, esta resolución está limitada por la difracción de la luz. Técnicas 
permiten aproximar este límite: la utilización de un objetivo de inmersión (en la 
aceite), o disminuyendo la longitud de onda de la luz (sin embargo limitado a 
visible). 
 La microscopia óptica permite visualizar objetos vivientes (bacterias, 
organismos unicelulares…) o fijados. Aplícalo también a la física de materiales o la 
geología. 
 El objeto que quiere observar es colocado en el primer grupo óptico que se 
llama objetivo. Si el objeto está más allá de la distancia focal, se forma una imagen 
real invertida con dimensiones diferentes: la imagen es más grande que el objeto, 
significa que está situado en una distancia inferior del doble de la distancia focal del 
objetivo. El segundo grupo óptico del lado del observador es el ocular: se coloca de 
modo que la imagen está en el plano de enfoque, lo que representa un mayor 
confort visual. 
 Este es un sistema de dioptrías centrada, compuesto en parte de dobletes 
para corregir algunas aberraciones ópticas. 
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5.3. Sistemas de inyección 
 
 Tras de la fabricación final del dispositivo microfluídico, la próxima etapa es claro 
usarle. Como el trabajo es con soluciones, surgió la cuestión de la inyección de estas 
soluciones. Como escrito antes en este informe, esta cuestión ocurrió en primero durante la 
impresión tres dimensiones, no para la geometría general del dispositivo pero la impresión 
de los soportes (los tres cubos) que hayan evolucionados (sus dimensiones) en función de 
las variaciones. Estos soportes fueron imprimados para “soportar” la aguja de una jeringa 
que quería utilizar para inyectar las soluciones. En efecto, sin sus soportes, no es posible 
de mantenerse las agujas rectas sin las manos durante la inyección, así no fue posible. 
 
5.3.1.  Primero sistema 
 
 Este primero sistema fue muy simple, el más simple posible: solo comportó una 
jeringa, una aguja y los soportes en PDMS. Así, la inyección fue directa, con la mano, para 
las dos soluciones (colorantes para estas primeras experiencias). Claro, este sistema de 
inyección no es práctico y no puede ser utilizado cuando las experiencias “reales”, fue solo 
para probar el dispositivo (como es explicado antes). 
 
5.3.2.  Segundo sistema 
 
Figura 28: Componentes del segundo sistema de inyección
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 Este sistema permite inyectar continuamente gracias a la bomba de inyección. La 
necesidad de inyectar continuamente está explicada en una otre parte de este informe. Con 
esa, es posible poner en marcha, juntos, varias jeringas. Es importante, y necesario, para 
mi proyecte porque todas mis experiencias incluyen dos o tres (si trabajaría con células) 
soluciones diferentes que tienen que ser inyectadas en el mismo tiempo. Como puede verle 
en la foto, el sistema está compuesto de varios tubos (con diferentes tamaños) y que 
forman un “tubo” completo con diferentes puntas para unir estos tubos. Como líquidos van 
a traspasar el sistema, es imperativo que sea impermeable. Los puntos débiles del sistema 
son entre los diferentes tubos, para la impermeabilidad pero también para la estabilidad 
general del dispositivo, así estos puntos débiles fueron cubiertos de un filmo plástico, varias 
espesores para ser seguro. 
 
 Se intentó el sistema con dos soluciones, agua y rodamina, en el laboratorio. 
Rápidamente pudimos realizar que de los tubos utilizados  no fueron muy flexibles así la 
bomba de inyección fue levantada un poco para inyectar correctamente. Para que la bomba 
funcione correctamente, que las dos soluciones sean inyectadas en el mismo tiempo, es 
necesaria que las jeringas sean llenadas con el mismo volumen. El sistema funcionó 
correctamente así inténtalo con el microscopio: inyectar continuamente para tomar una foto 
del canal. Fue la primera vez que el microscopio sea utilizado con un sistema de inyección. 
Este primero intento no fue realmente un éxito.  
 
 
 El principal problema fue la 
flexibilidad de los tubos. La 
plataforma del microscopio está en 
alto y poner la bomba directamente 
en la mesa no es posible porque 
esta falta de flexibilidad impide que 
el molde quede contra la 
plataforma. Para resolverlo, la 
bomba fue colocada en dos cubas 
que estarían en la sala del 
microscopio. Con esos, la bomba 
fue aproximadamente en la altura 
correcta. Un otro intento de poner 
las agujas en el dispositivo fue Figura 29: Microscopio de fluorescencia del laboratorio
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probado pero todavía no era buena, los tubos no fueron demasiado flexibles, los tubos 
siguen mover en la plata forma y no fue posible inyectar y tomar una foto correctamente. 
Además, la falta de flexibilidad tiene por consecuencia que las agujas en los soportes 
siguen mover debido, otra vez a la flexibilidad, y abrí el bajo de los círculos del molde.  
 
5.3.3.  Tercero sistema  
 
 Como escrito antes varias veces, el problema del sistema de inyección fue la 
flexibilidad. Se cambiaron así los tubos para otros más flexibles y corté también trozos más 
grandes porque se observó que, cuando se asociaba con el microscopio,  la bomba estaba 
demasiado cercana de la plataforma, de ahí la razón de tubos más grandes. 
Contrariamente a la versión anterior, este sistema de inyección, no está compuesto de 
varios tubos, es solo uno, muy flexible, con las puntas necesarias, la jeringa y la aguja. 
 
 
 Como se puede verle en la figura 30, la  bomba de inyección fue mantenido y a la 
izquierda, es uno de los dos nuevos tubos. Hay, como el segundo sistema, puntos débiles 
pero menos que antes, solo los dos lugares dónde hay las dos puntas (que son unidos con 
el tubo con un filmo platico). 
 
 
Figura 30: Componentes del tercero sistema de inyección
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5.3.4. Sistema final 
 
 La foto (figura 31) representa un sistema final, el que se utilizó para las experiencias 
finales del proyecto. Como puede verse en la foto, los tubos son flexibles y unen las 
jeringas, y por la misma ocasión la bomba de inyección, al molde. La bomba todavía está 
elevada pero ahora, se puedo inyectar y, en el mismo tiempo, aplastar el molde sobre la 
plataforma del microscopio. 
 
 La experiencia es simple, agua está inyectado en un de los soportes y en el otro, 
una solución (indicador de calcio) en el mismo tiempo y con flujo. Como hay una salido al 
fin del canal del molde, la solución sale en la copela. Claro, antes de la inyección el 
microscopio fue ajustado para tener la mejora imagen posible y para también eligir la parte 
del canal dónde quiero tomar la foto. 
 
Figura 31: Sistema final
Microscopio de fluorescencia

Cámara
Molde

Bomba


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5.4. Preparación de las diferentes soluciones 
 
 Para realizar las diferentes experiencias, diferentes soluciones fueron utilizadas: 
rodamina beta, azul de metileno, calceina y claro, agua. 
 Para algunas experiencias, especialmente las primeras, la concentración de estas 
concentraciones un fueron muy importante. Fue para testar el dispositivo, no fue necesario 
conocer precisamente la concentración en el dispositivo. La sola constricción fue que el 
color de la solución sea opaco. En efecto, si no significa que puede tener un problema con 
el microscopio de fluorescencia: si la concentración es demasiado importante no voy a ver 
nada con el microscopio. 
 En el laboratorio, la calceína es disponible en polvo así para obtener una solución, 
es necesario mezclar este polvo con agua. La relación que conecta la concentración con el 
volumen es VCn ×=  o VC
M
m
×= . 
Al final se obtiene MVCm ××= con    m = masa del polvo (g) V = Volumen (mL) 
           C = concentración (mM) M = masa molar (g/mol) 
 
 En la literatura encontré la masa molar de la calcéina: 662,53 g/mol. 
 Quería hacer varias soluciones con concentraciones diferentes para tomar fotos. La 
primera preparación fue una solución de 10 mM con un volumen de 100 mL. 
Así 623,053,6221,01010 3 =×××= −m g de calcéina en un volumen de 100 mL de agua. 
 La próxima fue una solución de 5 mM, así tomé 10 mL de la solución a 10 mM y 
añadí 10 mL de agua para cortar la concentracón en dos para obtener una solución a 5 
mM. 
 Luego una solución a 0,5 mM con el mismo principio que antes: 2211 VCVC ×=× . 
25,025 V×=×   mLV 202 =  así el volumen de agua es de mL18220 =− . 
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 Con esta técnica, diferentes soluciones fueron preparadas: 
 
Concentración (mM) Volumen de solución 
(concentración) 
Volumen de agua  Volumen total 
0,1 5 mL (0,5 mM) 20 mL 25 mL 
0,05 5 mL (0,5 mM) 45 mL 50 mL 
0,01 1 mL (0,5 mM) 49 mL 50 mL 
1 5 mL (5 mM) 20 mL 25 mL 
3 5 mL (10 mM) 6,7 mL 16,7 mL 
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6. Resultados y discusiones 
6.1. Versiones del dispositivo y experiencias 
 Después el aprendizaje del funcionamiento de la impresora 3D y de los softwares, la 
próxima etapa es la fabricación del dispositivo. En el laboratorio dónde el proyecto se 
realizó, es posible imprimir piezas en PLA. Para realizar la primera versión del dispositivo y 
tener una idea de la geometría del canal, una discusión con los tutores de este proyecto fue 
necesaria. Una geometría con tres círculos y un canal linear fue decidida. La forma en “Y” 
del dispositivo está debida a su utilización después. En los dos círculos localizados arriba 
serían las dos soluciones y en el círculo abajo, las células que quiero estudiar. 
 
 
 Esta foto al lado representa la primera 
versión del circuito que fue imprimada. Como 
escrito antes, la geometría general fue 
discutida pero no si fue necesario imprimir una 
base para el canal. Como puede verle en la 
figura 32, la primera versión tiene una base. A 
este punto del proyecto, las dimensiones no 
fueran completamente definidas pero esta 
versión fue más para aprender como se utiliza 
la impresora. Varias impresiones fueron necesarias antes obtener esta primera versión, 
para aprender como se funcionan la impresora tres dimensiones, los diferentes parámetros 
así como su utilización básica.  
 
 
 
 
 
 
Figura 32: Primera versión
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 La foto al lado 
(figura 33) muestra una 
representación del 
dibujo, realizado con 
SketchUp, que es 
necesario más tarde 
para base para realizar 
la impresora. 
 Una discusión 
con los tutores del 
proyecto reveló que las dimensiones fueron demasiadas grandes, particularmente el 
espesor del círculo de abajo. Su posición fuera también cambiada desde el abajo en el 
centro porque más adelante en el proyecto, debe trabajar con células, observar el 
comportamiento general cuando están sujetas a una concentración definida de calcio. Esto 
no sería posible con la geometría precedente y dónde van a estar las células, el problema 
es que no pueden mover así no podré observar su comportamiento. 
 
 
 El principio 
cambio en esta 
versión (figura 34) es 
la desaparición de la 
base, sólo el canal 
fue imprimado. La 
razón es una 
discusión con el 
grupo de 
investigación dónde 
el principio para realizar el molde en PDMS y la utilización del canal en PLA fueron 
explicados. Si una base fue utilizada para el dispositivo, una base con dimensiones iguales 
con la estatura del molde final en PDMS tendría que ser imprimada también. Significa una 
utilización más importante de PLA, un tiempo de impresión más importante, una coacción 
con la impresión del marco porque tiene que ser dimensiones precisas para coincidir 
exactamente con la base. Ya que la base no es completamente necesaria, es mucho más 
Figura 33: Diseño SketchUp
Figura 34
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fácil imprimir sólo el canal. Otro cambio es una pequeña aumentación de los dos círculos 
porque fueron demasiados pequeños en la versión precedente. 
 
 
 Después de ver  la cuarta versión (figura 35) del dispositivo, el grupo de 
investigación ha decidido mover el centro en el centro. En efecto está donde van a estar las 
células y no es necesario que las soluciones (que están en los dos otros) cruzan las 
células. En esta versión los dos círculos son más alejados del uno al otro porque fueron 
demasiados cercanos en la otra versión. El espesor del canal central fue también diminuido 
porque los tutores remarcaron  que sea un poco grande para esta aplicación. En esta 
versión el canal tiene un espesor dos veces más pequeño que antes, un cambio después 
es posible si, al final, el espesor fue demasiado reducido. Para las dimensiones de la nueva 
parte del canal, las mismas dimensiones que los otros canales fueron utilizadas. La 
geometría general del dispositivo es basada en un artículo: Scherer A., Kuhl, S., Wessels 
D., Lusche D., Raisley B., Soll D., 
+2Ca chemotaxis in Dictyostelium discoideum, W. M. 
Keck Dynamic Image Analysis Facility, Department of Biologye, The University of Iowa. 
 
 
 
 
 
 
Figura 35
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 En esta versión 
(figura 36) las dimensiones 
de los círculos (rayones 
tres veces mas 
importantes que 
anteriormente) fueron 
aumentadas y un poco 
aquellas las dimensiones 
de los canales (longitud y 
distancia entre los dos). La 
razón principal de esta 
aumentación es que la 
problemática del sistema 
de inyección empezó plantearse. No fue posible inyectar las soluciones en los círculos 
anteriores porque no haya demasiado sitio para el sistema utilizado para inyectar 
(presentado también en este informe).  
 
 
  
 
 
 
 
 
 En las versiones anteriores, la longitud del canal (aquellos conducidos a los 
círculos) fue la misma que los dos otros canales. Pero no es necesario que este canal sea 
tal grande porque está dónde las células van a estar. Así no es necesario que el canal 
fuera grande porque la parte que nos interesamos está situada después de este canal. El 
otro cambio es la aumentación de la longitud del canal central (de 30 a 45 mm). Esta 
versión (figura 37) es la base de la primera realización de un molde en PDMS (el método es 
descrito en este informe). 
Figura 36
Figura 37
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 Pero esta parte en PLA no es el solo componente necesario para hacer el molde. 
Dos otros partes son necesarios: un marco y tres soportes para inyectar (figura 38). Como 
el canal, el marco ha conocido muchas versiones, los cambios fueron solo sobre las 
dimensiones: la anchura, la longitud y la altura (que cambiaron en función de las 
dimensiones del canal) porque la geometría, por supuesto, no cambió. Para los soportes, 
algunos intentos fueron necesarios para obtener la última versión, varias versiones con 
espesores y alturas diferentes fueron imprimadas porque no es fácil para realizar las 
dimensiones reales en SketchUp. 
 
 
 
 
 
 
 
 Primera realización de un molde 
 
 
 Esta foto (figura 39) muestra el 
primer modelo del dispositivo después de su 
realización en PDMS. Con este tipo de 
molde, varias experiencias fueron realizadas 
para cerciorarse que esta versión sea la 
mejora versión posible del dispositivo.  
 
 
 
Figura 38: Otros elementos del dispositivo
Figura 39: Foto del molde en PDMS
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 Experiencias 
 
 Cuando el molde fue terminado, una línea recta, de imperfección fue detectada, en 
el centro del canal en toda la longitud. Una discusión con el grupo de investigación subrayó 
que podría ser un problema porque esta línea forma rugosidad que puede desordenar la 
canalización del liquide en el canal. Para ver más precisamente este problema, una foto 
con el microscopio de fluorescencia (solo en modo microscopio óptico) fue tomada (figura 
40). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Como podemos ver en esta foto, el canal central está cortado en dos por una 
rugosidad importante en la forma de una línea recta. Después de ver el problema, tiene que 
buscar la razón de esta impureza. Porque el problema estaba localizado en el centro del 
canal, fue necesario concentrar en la pieza en PLA. En esta versión, en el centro del canal 
principal (el más grande), hay una rugosidad sobre la longitud completa que corresponde 
exactamente en el lugar de la rugosidad problemática. Así, se puede deducir que el 
principio del problema fue durante la impresión 3D. 
 En efecto, durante la impresión del canal en cuestión, necesita dos “pasos” de la 
cabeza de impresión de la impresora, cado paso para imprimir una mitad del canal, porque 
la anchura fue superior al rayo máxima de la impresora. La rugosidad se debió a la reunión 
Figura 40: Foto del canal con defecto
Defecto
Canal
Canal
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de los dos hilos de PLA necesarios para formar el canal central. Sabiendo esto, una 
solución potencial fue disminuir la anchura del canal para que solo un hilo de PLA sea 
necesario para imprimirle. 
 Aunque haya este problema, todavía tiene que inyectar un colorante. Al principio, un 
colorante, la rodamina β  (de color rojo), fue utilizado para ver el comportamiento de una 
inyección de un liquido dentro el dispositivo (por ejemplo verificar que el liquido sigue bien 
el camino del canal o que no hay una pérdida de liquido) pero también observar, con el 
microscopio de fluorescencia, este comportamiento. Para inyectar, solo una jeringa con una 
aguja para contera fue utilizada. Para la concentración de la solución de rodamina, la cosa 
importante fue el color de la solución. Una concentración demasiada importante resulta en 
una opacidad de la solución: mas simplemente, no es posible ver a través de la solución. El 
problema con una concentración alta es que la fluorescencia sería demasiada importante 
también y que no puede ver nada. 
 La rodamina y el agua fueron directamente inyectadas en el molde, como se inyectó 
con dos jeringas diferentes fue casi en el mismo tiempo pero para esta experiencia, no fue 
importante. Después el molde es puesto en el microscopio, un filtro rojo es aplicado en la 
imagen y tomé una foto. El resultado está presentado en la figura siguiente (figura 41). 
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 En esta foto, el rojo 
corresponde al canal y el 
negro al resto del molde. Lo 
que indica con una flecha 
es un residuo de PDMS 
durante la etapa de 
extracción del canal en PLA 
durante la realización del 
molde. En efecto, una 
delgada capa de PDMS se 
formó encima del canal. 
Para quitarla, con un esta 
capa fue rascado, con un 
escalpelo, para eliminar el 
máximo, lo que se puede 
ser son trazas de esta capa 
pero no influenza los 
resultados. Como podemos verlo en esta foto, no hay un gradiente en el canal, en efecto, el 
color es uniformen toda el canal. Después una discusión con los tutores de este proyecto, 
el problema fue que la inyección no fue continua.  
 
 
Consecuencias de las experiencias en el sistema 
 
Figura 41
PDMS
Figura 42
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 Para eliminar el defecto en el canal central, que fue descrito un poco antes, se 
redujo su anchura (de 2mm a 1mm aproximadamente). Durante la impresión de esta 
versión (figura 42), es posible verificar que el canal fue demasiado pequeño para que solo 
un paso sea necesario para imprimarlo. El otro cambio está debido al hecho que ahora, 
tiene que inyectar continuamente. En efecto, para realizarle, es necesario que haya una 
salida al fin del molde para que el líquido transcurra. Es la razón porque la longitud total del 
canal fue aumentada un poco. 
 Este cambio tiene una importancia para la preparación del molde. En efecto, para 
que haya una salida, el canal en PLA debe que estar colocado contra el marco y no, como 
fue el caso antes, en el centro del marco. Con un cambio en las dimensiones del marco 
para dar en cuenta los del canal. 
 
 Al final, los componentes finales para realizar el molde en PDMS son presentados 
en la figura 43.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 43: Elementos para fabricar el molde en PDMS
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 Nuevas experiencias con el nuevo dispositivo 
 
 
 La figura 44 representa el 
mismo tipo de foto que antes 
para ver las modificaciones de la 
nueva versión. Primero, en esta 
foto, podemos ver la totalidad del 
canal en contraste con la otra 
dónde el canal fue demasiado 
grande para estar visto 
completamente. Además, no hay 
un defecto en el medio, todo el 
canal es uniforme. Esta 
uniformidad permite una mezcla 
uniforme, el defecto tenía un impacto en el mezcla y puede falsear los resultados. Podemos 
ver también el canal completamente, al contrario de la otra versión dónde fue demasiado 
grande. 
  
 
 
 Misma experiencia con 
la rodamina cambiando el 
sistema de inyección (que es 
descrito en este informe). La 
diferencia entre las dos fotos 
(el color) está debido al facto 
que un filtro no fue utilizado 
para tomarla. Básicamente, un 
microscopio de fluorescencia 
fue utilizado en el modo 
microscopio óptico solo. Se 
puede claramente ver (figura 
45) que hay un gradiente de 
Figura 44: Canal sin defecto
Figura 45: Rhodamina + agua
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concentración en el canal simbolizado por el gradiente de colores: más o menos violeta 
claro. 
 Utilización de la calceina 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Las experiencias realizadas hasta aquí fueron para testar el molde y el dispositivo. 
Estas experiencias mostraron que la geometría del dispositivo permite la creación de un 
gradiente dentro del canal. Después de la utilización de colorantes, la próxima etapa es 
utilizar indicador de calcio. Existen varios indicadores de calcio para detectar el calcio con la 
fluorescencia. En este proyecto, la elección de indicadores de calcio de luz visible se hizo. 
Este tipo de indicador tiene ventajas comparado a un indicador visible con UV como una 
absorción más fuerte por los tintes que significa concentraciones menos importantes así 
una fototoxicidad menos importante para las células vivas. Como el objetivo de este 
proyecto es trabajar con células, estos indicadores son los más adecuados. Algunos 
indicadores, como el indo-1, no pueden ser utilizados porque es un indicador intracelular y 
que el calcio que quiera ser observado está extracelular en forma de un gradiente. Al final 
los indicadores seleccionados son la calceina, la alizarin rojo, el fluo-3 y el calcium green-1. 
El próximo problema fue la determinación del rango de concentraciones de estos 
indicadores que sea posible utilizar durante las experiencias. 
 Como ya había calceina en el laboratorio, diferentes soluciones con diferentes 
concentraciones fueron realizadas. La primera fue una solución a 10mM pero fue 
demasiado importante: no todo la calceina fue disuelta en el agua así no se puede utilizar 
una solución con esta concentración. La segunda solución fue uno de 5mM, esta vez, todo 
Figura 46: Principio
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la calceina fue disuelta. Al final, la totalidad de las concentraciones realizadas es resumida 
aquí: 
  0,01mM – 0,05mM – 0,1mM – 0,5mM – 1mM – 3mM – 5mM 
 
 
 
 La figura 47 representa el 
canal con, dentro, una solución de 
calceina de 0,1mM y agua. 
Ensayos con una concentración de 
0,01 y 0,05mM fueron realizados 
pero, con el microscopio, no fue 
posible observar un cambio entre 
el imagen del canal con la solución 
y uno del canal vacío. La primera 
diferencia fue con una solución de 
0,1mM pero el color es apenas 
perceptible.  
 
 
 
 Con una concentración de 
0,5mM el color de la calceina es 
más perceptible (figura 48), 
anteriormente solo destellos podría 
ser vistos en el canal, ahora, un 
gradiente puede ser observado  
 
 
 
Figura 47: Calceina 0,1mM
Figura 48: Calceina 0,5mM
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 Las figuras 49, 50, 51 muestran la evolución del canal con una aumentación de la 
concentración en calceina (respectivamente 1,3 y 5 mM). Como era de esperar, el color es 
más importante cuando la concentración de la solución aumenta. 
 
 
 
 
Figura 49: Calceina 1mM Figura 50: Calceina 3mM
Figura 51: Calceina 5mM
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 El proceso para determinar el rango de concentración que se puede utilizar en este 
proyecto es, así, en dos partes, la primera es después la realización de las soluciones. Si 
es demasiado opaca, o que no es posible ver a través de la solución, significa que la 
concentración es demasiada importante para una utilización en este proyecto: con una 
concentración de este nivel es demasiado importante por el microscopio de fluorescencia, 
no vamos a ver nada.  
 La segunda etapa es la utilización del microscopio (en modo óptico) y tomar una 
foto del canal cuando el indicador y agua son inyectados continuamente dentro. Y según la 
presencia de color en el canal (o no), podemos trabajar con esta concentración o no. 
 
 Con este sistema, podemos eliminar concentraciones de 0,01mM, 0,05mM y 10mM. 
Al final el rango de concentraciones de utilización de la calceina es [0,1 – 5]mM.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 La figura 52 representa el canal con agua y calceina (5mM) pero, esta vez, la foto 
fue tomada con el microscopio de fluorescencia. Un filtro amarillo fue aplicado y el resultado 
es presentado en esta figura. La fluorescencia no es mucho visible, en efecto en la calceina 
hay calcio pero no en mucha cuantidad, es más un indicador de presencia de calcio. Fue 
Figura 52
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interesado tomar esta foto para ver la diferencia entre, para la misma cosa (el canal con 
calceina 5mM), una foto tomada con un microscopio óptico y un microscopio de 
fluorescencia. 
 
6.2.  Discusión  
 Existen diferentes tipos de dispositivos microfluidicos con una variedad de 
geometrías diferentes. Para este proyecto, necesita inyectar dos soluciones para que se 
junten (y mezclen) en un canal central. El meta del proyecto es estudiar el efecto de un 
gradiente de calcio en células, así un lugar para inyectar las células es necesario, dónde 
hay un gradiente. Por entonces las células tienen que estar al lado del canal central pero no 
a su principio (porque el gradiente tiene que estar en sitio). Es posible colocar el círculo de 
células en medio del canal pero, como es necesario inyectar continuamente para obtener 
un gradiente (como fue explicado antes en este informe), el flujo de inyección puede, por 
ejemplo, mover las células y así falsear los resultados: el comportamiento de las células es 
el meta del proyecto final (no solo de este informe).  
 Al final el dispositivo 
final es representado aquí. La 
geometría es basada en un 
artículo que estudie también el 
efecto del calcio en células y 
las dimensiones fueron 
basados en un sitio Internet 
que presente un ejemplo 
comercial de dispositivo 
microfluidico. 
 
 Algunos dispositivos microfluidicos tienen varios canales centrales pero uno es 
necesario para esta aplicación: primero el microscopio utilizado tiene solo una cámara y 
mover el dispositivo para obtener otra foto de un segundo canal puede falsear los 
resultados (fuerzas aplicadas). 
 Existen dos tipos de calcio indicadores, los indicadores químicos y los indicadores 
codificados genéticamente. Estos últimos son proteínas fluorescentes y los genes que 
codifican, para estas proteínas, se transfectaron directamente en las células. El GCaMP o 
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el Cameleons son dos ejemplos de indicadores codificados genéticamente. Los indicadores 
químicos son moléculas que puedan quelante el calcio, significa que la formación de un 
complejo entre el ligando (el quelante) y un catión metálico. Los más utilizados son el EDTA 
(acide éthylène diamine tétraacétique) y el BAPTA (1,2-bis(o-aminophenoxy)ethane-
N,N,N’,N’-tetraacetic acid) porque tienen una alta afinidad para el calcio. Otros tipos de 
indicadores químicos son sondas fluorescentes como el Fluo-3 y Fluo-4. Van a ser 
excitadas a una cierta longitud de onda y van a emitir a una otra longitud de onda. Una 
ventaja de los indicadores químicos en cuanto a los indicadores codificados genéticamente 
es la amplia gama de afinidades de 
+2Ca que son comercialmente disponibles para el 
usuario y la facilidad de introducción y utilización rápidamente para los experimentos. Este 
tipo de indicadores va a ser utilizado para este proyecto. 
 
 Una selección de diferentes indicadores del calcio fue realizada durante este 
proyecto. La primera coacción fue el rango de concentración utilizado en este proyecto: 
[0,1-10] mM. Este rango de concentraciones fue extraído de diferentes fuentes como el 
rango optímale para analizar el efecto de calcio en células. Así los indicadores tienen que 
ser utilizable en estas concentraciones: básicamente tienen que detectar el calcio en este 
rango de concentraciones. La segunda coacción fue que los indicadores tienen que ser 
extracelular indicadores: en efecto el gradiente de calcio es en el canal así por fuera de las 
células. Por ejemplo, no es posible utilizar el indicador Indo-1 porque es intracelular. Todos 
los indicadores seleccionados son indicadores excitables con luminosos visibles pero la 
longitud de onda de la emisión fluorescente varia un poco entre los indicadores. La 
selección final de estos indicadores es: Calceina, Alizarin Rojo, Fluo-3 y Calcium Green-1. 
 En este proyecto, solo la calceina fue utiliza como indicador de calcio. Cuando el 
trabajo con las células va a empezar, otros indicadores tienen que ser utilizar. La calceina 
no es suficiente porque una comparación es necesaria entre los diferentes indicadores 
(como la alizarin rojo, el flou-3…) para compararlos y comparar las fotos con el microscopio 
de fluorescencia. La utilización de calceina en primero fue su presencia en el laboratorio en 
el momento de este proyecto. Para los otros (Fluo-3 y Calcium Green-1) fue necesario 
ordenarlos y estos componentes son demasiados caros. Con la falta de tiempo, fue 
decidado concentrar en los componentes presentes en lugar de comprar nuevos 
componentes y no utilizarlos. Haya también la Alizarin Rojo en el laboratorio pero el 
protocolo experimental es más complejo así la calceina fue utilizada en primero. La 
capacidad de los indicadores de mostrar el calcio con el microscopio de fluorescencia no es 
conocida después de este proyecto y sería necesario hacerlo. La utilización de la calceina 
al rango de concentraciones deseado fue demostrada con el protocolo descrito antes en 
este informe pero una verificación para los otros indicadores es necesaria. 
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 En este proyecto, no muchas fotos utilizaron la fluorescencia por una falta de 
tiempo. En efecto, aunque el desarrollo y la impresión de los elementos para la realización 
del molde en PDMS fueron relativamente rápidos, el comienzo de las experiencias 
utilizando el microscopio (óptico o de fluorescencia) fue menos rápido. Al principio, haya 
problema para obtener (y observar) un gradiente y problemas con la utilización del molde y 
del microscopio juntos aparecieron, especialmente  conectar la bomba de inyección al 
molde. El sistema de inyección conoció cambios porque las primeras versiones 
perjudicaron el molde: la falta de flexibilidad de los tubos temblaron las agujas en el molde y 
perforó algunos moldes. Rectificar este problema llevó algo de tiempo y al final, faltó tiempo 
para utilizar realmente la microscopia de fluorescencia.  
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7. Presupuestos 
7.1. Evaluación económica del proyecto 
 
22 semanas / 35 horas por semana  22*35=770 horas 
 
 Precio por hora 
(euros) 
Numero de horas Total (euros) 
Personal 20 770 15 400 
Microcopio de 
fluorescencia 
100 15 1 500 
Impresora 3D 100 25 2 500 
Lupa 100 1 100 
 19 500 
 
 Ademas hay también el coste de los materiales utilizados durante este proyecto: 
 
 El kit para realizar el molde en PDMS es el “Sylgard 184 silicone elastomer kit” con 
un precio de 139 euros para 10 gramos (de los dos componentes del kit). Para realizar 
completamente un molde del dispositivo (el molde principal plus la capa para cerrarlo y los 
soportes) necesita aproximadamente 18 gramos (208,5 euros por molde). Ocho moldes 
fueron fabricados, el precio es así de 1 668 euros. 
 
 Despues es el precio de la calceina, dos gramos fueron utilizados, con un precio de 
121 euros para cinco gramos 
Pág. 62  Memoria 
 
 
 Una bobina de 1 kg de PLA costa 34 euros, una estimacion de la consomacion de 
PLA durante este proyecto es 150 gramos  5,1 euros. 
 
Al final, este proyecto costó 21 221,5 euros. 
 
 
7.2. Impacto medioambiental 
 
Durante la totalidad de este proyecto el impacto ambienta fue un temático importante, para 
cada parte del proyecto fue una cuestión para realizarlas. Las diferentes materiales 
utilizados han sido en pequeñas cantidades, solo lo que fue necesito así han sidos tratados 
de una manera amiga con el medioambiente. 
 Existe en el IBEC un protocolo estricto de gestión de residuos a seguir. 
 
Estos residuos son embasados según su composición, exista diversos recipientes para su 
almacenaje. Dependiendo del residuo a desechar los embases tienen una capacidad u otra 
y están bien identificados. Su localización en el laboratorio es estratégica, encontrándose 
en puntos cercanos a donde los residuos son utilizados. 
 
En el laboratorio IBEC, diversos protocolos han sido realizados para gestionar los residuos 
químicos pero también biológicos y domésticos.  Así pues, según la naturaleza de los 
residuos, su recogida es separada en basuras distintas. 
 
La retirada de residuos se realiza por parte del personal del Parc Científic siendo ellos los 
que se encargan de la gestión. De forma periódica un día fijo a la semana (miércoles) los 
contenedores llenos son retirados y sustituidos por uso de vacío.  
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8. Conclusiones 
En este proyecto, un proceso para creer un dispositivo base en la impresión tres 
dimensiones fue creado. Con un software de diseño tres dimensiones, el dispositivo fue 
creído en un ordenado y varias versiones fue realizadas para resolver las problemas 
encontrados con el dispositivo durante el proyecto. Estos problemas fueron con la 
geometría básica del dispositivo, las dimensiones, la necesidad de obtener un gradiente 
dentro del canal… 
 Luego fue la fabricación de un molde en PDMS utilizando el dispositivo imprimado y 
los otros partes necesarias (el marco y los soportes). Una familiarización con el proceso en 
cuestión así que el método para cerrar este molde fue necesaria. 
  La meta del proyecto es la observación del comportamiento de las células cuando 
son sometidas a un gradiente de calcio. El molde (así dispositivo) fue creído para permitir la 
creación de un gradiente con, también, un sistema de inyección adaptado. El gradiente 
creado fue también observado. Pero para observar este comportamiento, la primera etapa 
es ser capaz de ver el calcio. Es porque un microscopio de fluorescencia fue utilizado 
durante este proyecto como indicadores de calcio (calceina). 
 Sin embargo este trabajo solo es el empezó del proyecto, no fue posible realizarlo 
en seis meses. Así la persona que va a continuar este proyecto puede continuar el trabajo 
con los indicadores de calcio (solo la calceina fue estudiado en profundidad) y establecer 
un catálogo de fotos con diferentes concentraciones de estos indicadores antes trabajar 
con células. Sin embargo, cosas en este proyecto pueden ser mejoradas. Por ejemplo 
después de la fabricación del molde en PDMS, la etapa que consiste eliminar el canal en 
PLA del dispositivo, es necesario borrar el PDMS residual encima del canal con un  
escalpelo. Esta etapa (descrito en este informe)  tiene que ser realizada con mucha 
precaución. En algunas fotos del microscopio, tenía PDMS residual en el canal, lo que 
significa  que más tiempo tiene que ser concentrado en esta etapa. Otro problema es 
durante la utilización del microscopio: el líquido que transcurra del dispositivo durante la 
inyección continua, no solución fue  encontrada para recuperar  la solución después de su 
pasaje en el molde. Aunque no sea un problema para la realización estricta de la 
experiencia, sea más práctico si este líquido puede ser recuperado. Por falta de tiempo, la 
realización de una foto con el microscopio de fluorescencia con el  fluoróforo de calcio para 
observar su diferencia con la calceina. Como escrito antes, una determinación de la 
posibilidad de utilizar los otros indicadores de calcio es necesario antes estudiar el efecto 
de un gradiente de calcio en células. 
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